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RESUMO
Colecoes de culturas de microorganismos apresentam importante contribuicdo para a
preservacao, manutencao e suprimento de culturas auténticas. Garantem, também, um estrito
controle de qualidade para a aquisicao e depdsito em bancos de microrganismos. Entre as
linhagens de fungos, de interesse nas areas industrial, farmacéutica e de alimentos, estao os
fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Os avancos da tecnologia
informatizada e também da biologia molecular, associadas a grande diversidade microbiolégica
existente e inexplorada, deverao proporcionar novas aplicacoes biotecnoldgicas destes
microrganismos. A identificacdo e caracterizacdao microbiolégica, somada as técnicas moleculares
asseguram um resultado seguro com relacao a classificacdo e definicdo de novos taxons e
garante a qualidade dos bancos de microrganismos. A utilizacdo do marcador molecular RAPD,
apesar de apresentar algumas limitacdes, tem-se mostrado Util nos estudos de microorganismos
onde ndo se tem muita informacao genética. Desse fato, surgiu o principal objetivo do trabalho
que foi o de caracterizar o perfil molecular e identificar marcadores RAPD especificos para
linhagens de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, no intuito de
contribuir com estudos filogenéticos, utilizados para determinar a origem comum entre as

espécies.
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ABSTRACT

Microorganisms’ cultures collections present important contribution for the preservation,
maintenance and supply of authentic cultures to the researchers. As well, assures a strict control
for the acquisition and deposit in the banks of microorganisms and supply subsidies for the
researches carried out in a scientific institution. Among the interest of fungi lineages in the
industrial and pharmaceutical area and also food stuffs, they are the fungi belonging to the genus
Aspergillus, Penicillium and Fusarium. The identification and microbiological characterization and
the use of molecular techniques can contributed with the classification and definition of new
tdxons. The molecular marker RAPD, despite of some limitations, have shown helpful in the
studies of microorganisms where does not have a lot genetic information. That work had as main
objective, determine the molecular profile and identify RAPD specific markers for lineages of
fungi belonging to the genus Aspergillus, Penicillium and Fusarium, in order to contribute to the

philogenetic studies, used to determine the common origin among the species.



Introducao

Entre vérios paises, o Brasil participou das negociacoes feitas com relacdo a convencao sobre a
diversidade biolégica, assinado no Rio de Janeiro em 1992, visando a conservacao da
diversidade bioldgica, a utilizacdo sustentavel dos seus componentes e a partilha justa e
equitativa dos beneficios provenientes da utilizacdo dos recursos genéticos. Sendo assim, a
Convencéao é o primeiro acordo que engloba todos os aspectos da diversidade biolégica, tais

como, genomas e genes, espécies e comunidades, habitats e ecossistemas (Brasil, 2005).

Colecoes de culturas de microrganismos apresentam importante contribuicao para a preservacao,
manutencao e suprimento de culturas auténticas aos pesquisadores. Garantem, também, um
estrito controle de qualidade para a aquisicdo e depdsito em seus bancos de microrganismos.
Colecoes de culturas sdo, ainda, centros de conservacdo com a funcao de coletar organismos de
interesse para estudos cientificos e aplicagcdes tecnoldgicas, tornando-os disponiveis para
usuarios interessados. A fim de garantir a sobrevivéncia, estabilidade e pureza durante periodos
prolongados, os métodos de preservacdo e armazenamento devem ser criteriosamente
selecionados, desta forma, garantindo ainda a manutencao das caracteristicas genéticas e suas

propriedades morfoldgicas e fisiolégicas.

Com esta visado, as colecdes de culturas fazem parte da integracdo da comunidade cientifica,
visando a exploracao das competéncias existentes e desenvolvendo tecnologias inovadas para
coleta, gerenciamento, andlise e compreensao dos diversos microrganismos. Uma das funcdes de
uma colecado de microrganismos é fornecer subsidios para as pesquisas realizadas em uma
instituicao cientifica. Entre as linhagens de fungos potenciais alvos de estudo estdo os fungos
pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, visto que sdo fungos de interesse
na area industrial, farmacéutica, de alimentos, médica e agronémica, entre outras. Estes sao
microrganismos que se caracterizam pela facilidade de isolamento, gracas a capacidade de
crescer em variados substratos e nichos ecoldgicos, bem como a facilidade de manipulacéao e

manutencao em cultura.

A microbiologia teve, a partir do século XIX, um notavel desenvolvimento dentro da patologia
humana, veterinaria e vegetal e na industria de fermentacdes para producao de antibidticos,
acidos organicos, bebidas e alcool, entre outros. O reconhecimento da grande importancia dos
microrganismos para o homem levou ao aprimoramento das técnicas e métodos de isolamento e
manutencao de novas culturas para fins de estudo de caracterizacao taxondmica ou ainda, para
fins industriais, que conduziram a organizacao em diversos centros de pesquisa de vastas

colecdes de culturas de microrganismos vivos.



A identificacdo microbiolégica decorre, inicialmente, de provas bioquimicas, porém o uso de
técnicas de biologia molecular pode enriqguecer o conhecimento a esse respeito, tendo como
conseqliéncias um impacto significativo no nivel de resolucdo taxondémica, na qualidade cientifica
da pesquisa e na produtividade dos grupos de pesquisa, além de proporcionar solucoes dos
problemas de classificacdo, no que diz respeito a caracterizacao e a definicdo de novos taxons,
em diversos grupos de microrganismos.

Segundo Manfio (2003), as colecbes de referéncia de microrganismos tém sido apontadas como

recursos importantes para o desenvolvimento de pesquisas em biodiversidade e sistematica.

No Brasil destacam-se algumas colecoes de referéncia de fungos, como a Colecado de Culturas do
Instituto de Botanica, em Sao Paulo, Colecao de Culturas DPUA (Universidade do Amazonas),
Colecao de Culturas de Fungos Ectomicorrizicos do Departamento de Microbiologia (Universidade
Federal de Santa Catarina), Colecdo do Departamento de Micologia da FIOCRUZ, no Rio de
Janeiro, Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco e Micoteca do Instituto de Medicina

Tropical de Sédo Paulo (IMT) (MANFIO, 2003).

Os avancos da tecnologia informatizada e também da biologia molecular, associadas a grande
diversidade microbioldgica existente e inexplorada, deverao proporcionar novas aplicagcoes
biotecnolégicas destes microrganismos. Nos ultimos anos, vém sendo desenvolvidas técnicas
baseadas na analise de acidos nucléicos visando tanto estudos mais precisos da taxonomia
quanto no estudo de fatores de controle da patogenicidade. Ao contrario dos métodos
convencionais que contam com a reacao de inducdo dos patégenos, essas técnicas
proporcionam vantagens a fim de caracterizar, identificar e detectar microrganismos baseados na

informacédo gendmica (DUVEILLER et al., 1997).

Os microrganismos pertencentes ao reino Fungi caracterizam-se por serem organismos
eucaridticos, cujos ndcleos sdo dispersos em um micélio, ou seja, um conjunto de hifas. Eles
obtém sua nutricao através da absorcao e sao organismos que nao apresentam plastos ou
pigmentos fotossintéticos. Os predominantes sdo os do tipo filamentosos, porém algumas

espécies apresentam caracteristicas leveduriformes (CHALFOUN e BATISTA, 2003).

Os fungos fazem parte de um grupo microbiano cosmopolita, apresentando uma grande
diversidade, tanto do ponto de vista morfolégico e metabdlico, quanto funcional. Na década de
90, foram feitos levantamentos estimativos a partir do qual se concluiu que apenas 5 % da
diversidade de fungos haviam sido relatadas, com aproximadamente 69.000 espécies descritas

na literatura e destas 16 % (11.500 espécies) estariam sendo cultivadas e estudadas. Sendo



assim, representam um dos grupos microbianos com maior nimero de espécies na natureza

(HAWKSWORTH, 2001).

Nos dltimos anos, novas técnicas vém sendo aplicadas na ciéncia taxondmica, tais como, analise
de proteinas, acUcares e muitas outras técnicas biotecnoldgicas, como sondas de DNA,
caracterizacdao molecular e andlises gendmicas, complementarmente aos estudos morfoldgicos, e

assim, alterando o sistema de classificacdo dos fungos (SABIO, 2005).

Tais microrganismos podem ser organizados em diferentes grupos taxonémicos, de acordo com
aspectos morfolégicos, reprodutivos e filogenéticos, tais como: Ascomycota, Zigomycota,
Glomeromycota, Chytridiomycota e Stramenopila (MANFIO, 2003). Durante anos de estudo, as
informacdes acumuladas na literatura brasileira com relacdo aos fungos proporcionam a esse
grupo de microrganismos, reconhecimento por serem uma das espécies comparativamente mais
estudadas atualmente no Brasil. Varias espécies de fungos tém sido testadas e utilizadas para a

producao de substancias de interesse industrial ou médico.

De acordo com a classificacao hierarquica dos fungos, o Filo Ascomycota possui 46 ordens e
cerca de 6.000 géneros. Entre eles encontram-se as formas sexuadas dos mitospdricos
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As espécies do género Aspergillus caracterizam-se por
apresentar conidiéforos simples, com parede celular lisa, verrugosa, hialinos ou pigmentados. Sao
agentes oportunistas por exceléncia, pois podem provocar colonizacdo em cavidades
preexistentes, infeccdo, processos alérgicos e intoxicacdes, dessa forma, eles causam a maioria
das infeccdes ocorridas em pessoas imunodeprimidas. Acredita-se na existéncia de 600 espécies
de Aspergillus isolados do solo, de detritos vegetais, de alimentos e de lesGes humanas e de
animais (FRIDKIN e JARVIS, 1996; DIAZ GUERRA et al., 2000; MELLADO et al., 2000).
Aspergillus fumigatus é um dos agentes causadores de infec¢cdes sistémicas mais comuns,
seguido da espécie A. flavus. Ambos sao fungos filamentosos que podem causar aspergillose
bronquiopulmonar, aspergiloma e aspergillose invasiva. De acordo com Bodey e Vartivarian
(1989), tais condicdes sdo geralmente adquiridas pela inalacdo dos conidiésporos do fungo, os
quais estao presentes no ar e sao pequenos o suficiente para atingir o espaco alveolar dos
pulmdes podendo causar tais infeccdes. Entretanto, Aspergillus flavus mais comumente causa

infeccao por meio da ingestdo de alimentos contaminados (RHAME, 1991).

De acordo com Klich e Pitt (1988), ndo é possivel distinguir as espécies apenas com a anélise da
morfologia da coldnia. Sendo assim, a analise microscdpica de suas estruturas, assim como
estudos fisiolégicos (utilizacao de substrato e producao de metabdlicos) sao utilizados para
distinguir as mais diversas espécies de Aspergillus. Entretanto, estudos filogenéticos e outros

baseados em técnicas moleculares usados para determinar a origem comum entre as espécies,



tém sido considerados mais precisos. Por exemplo, a anélise do polimorfismo do DNA
amplificado ao acaso (RAPD), tem demonstrado ser um répido e confidvel método aplicado em
espécies de A. fumigatus, A. flavus e A. terreus (RHAME, 1991; LEENDERS et. al., 1996; RATH
e ANSORG, 1997).

Jé o género Penicillium, também considerado universal dentre os fungos, tem a maioria das
espécies como sapréfitas habitantes do solo, material vegetal em decomposicdao, sementes e
graos (PITT, 1994). Trata-se de um género Penicillium muito conhecido por produzir uma
variedade de metabdlitos secundarios bioativos, por isso hd mais de 20 anos sua taxonomia e
classificacdo vém sendo revisadas, com base em dados morfoldgicos e bioquimicos (LARSEN et
al., 2000). Estes fungos raramente tém sido relatados como agentes etiolégicos de micoses em

humanos (GUGLIELMINETTI et al., 2000).

As espécies do género Fusarium possuem classificacdo baseada nas suas caracteristicas
morfolégicas. As principais caracteristicas consideradas para designar espécies sao: morfologia
da colbnia, pigmentacao e taxa de crescimento, especificidade de hospedeiros e perfil de
metabdlitos secundéarios (THARANE, 1990). Devido a plasticidade e variagdes de caracteristicas
fenotipicas desse género, os marcadores morfolégicos ndo sao suficientes, o que tem levado a
uma série de discordancias na especiacao desses fungos (OLIVEIRA e COSTA, 2002). Sendo
assim, a sistematica molecular, que tem por base as relacdes filogenéticas, é uma ferramenta
gue oferece consideravel seguranca no estabelecimento de um sistema complementar de
classificacdo para fungos, auxiliando na definicao de alguns grupos taxonémicos e na designacao

mais precisa da posicdo desses microrganismos.

As diferencas entre as varias espécies de fungos é resultado da variacdo do material genético.
Essas variacOes estdo localizadas nos cromossomos que abrigam as unidades informacionais, que
sdo transferidas de uma geracao para outra. Sendo assim, na primeira metade do século XX, a
molécula de DNA, responsavel por tais informacodes, foi identificada e seu modelo proposto. Com
esta nova informacao, foram estabelecidas as tecnologias de analise molecular para estudar a
variabilidade do DNA, o que permite determinar pontos de referéncia nos cromossomos,

denominados tecnicamente de marcadores moleculares.

Ferreira e Grattapaglia (1998) definiram marcador molecular como todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso, como no caso das isoenzimas, ou de um segmento
especifico de DNA (correspondentes a regides expressas, ou nao no genoma). Portanto, pode-se
dizer que, atualmente, a deteccao de variabilidade genética pode ser feita por meio de diferentes

niveis de observacoes do material genético.



O comportamento de um marcador molecular, de acordo com as leis basicas de heranca de
Mendel, é definido como um marcador genético. Isto é feito, por exemplo, por meio do estudo do
comportamento do marcador em uma populacdo segregante. Portanto, é importante enfatizar que
o fato do marcador ser DNA, ou produto da transcricdo e traducao de uma seqiiéncia de DNA,
nao implica em que se constitua em um marcador genético, como freqlientemente se supde

(BECKMANN, 1988).

Atualmente, encontra-se disponivel uma grande variedade de técnicas de biologia molecular para
a deteccao de variabilidade genética, ou seja, para a obtencao de polimorfismo genético. Essas
técnicas permitem a obtencdo de uma quantidade ilimitada de marcadores moleculares
envolvendo todo o genoma do organismo. Tais marcadores podem ser utilizados em diversas

aplicacdes, desde estudos genéticos até no melhoramento de plantas.

Entre os principais tipos de marcadores moleculares existentes encontram-se as isoenzimas, que
sdao formas moleculares da mesma atividade enzimatica. Por apresentarem uma mesma atividade
catalitica, as isoenzimas de um mesmo grupo diferem entre si na seqiéncia de aminoacidos que
possuem. Essa técnica consiste na utilizacdo de gel de amido e na visualizacdo do produto
enzimatico através de métodos histoquimicos. Apresentam carater de co-dominancia, isto é, em
um individuo dipléide, ambos os alelos de um /ocus sdo expressos e visualizados. A identificacao
dos alelos isoenzimaticos em gel de eletroforese é feita através da visualizacdo do produto da
reacao por eles catalisada. A enzima resulta da transcricdo e traducao da informacao contida na
fita do DNA. Devido aos alelos serem co-dominantes, a identificacdo do /ocus é facilitada, o que
permite estimar anélises das freqliéncias genotipicas e alélicas e, a partir destes, determinar
coeficientes de diversidade génica. Entretanto, esse marcador apresenta limitacées com relacao
ao baixo nivel de resolucao de polimorfismos, ndo permitindo a cobertura completa do genoma e,
conseqlientemente, limita os estudos em algumas areas como, por exemplo, a construcao de

mapas genéticos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Uma alternativa ao uso das isoenzimas envolve o emprego dos marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms), os quais foram os primeiros marcadores de DNA a serem
utilizados na construcdo de mapas genéticos na espécie humana (BOTSTEIN et al., 1980). Em
pouco tempo, os marcadores RFLP estavam entre os mais amplamente utilizados em varias areas
da genética vegetal. A técnica do RFLP é baseada na digestdao do DNA gendmico com enzimas
de restricao. Os fragmentos de DNA gerados sédo separados em gel de agarose e transferidos
para membranas de nylon ou nitrocelulose, onde sédo hibridados com sondas de DNA, detectando
seqgliéncias gendmicas homoélogas a elas. As sondas sao seqtiéncias de DNA marcadas com

nucleotideos radioativos ou quimioluminescentes. Apds cada hibridacao, as membranas contendo



os fragmentos de DNA fixados sdo expostas a um filme de raios-X e submetidas ao processo de

revelacdo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O polimorfismo é obtido quando ocorre perda ou surgimento de sitios de restricdo, que sdo
seqliéncias especificas de 4 a 6 nucleotideos, reconhecidas pelas enzimas de restricdao utilizadas
na digestdao do DNA. Insercdes, delecOes ou outros rearranjos, quando ocorrem entre dois sitios
de restricao, também alteram o tamanho dos fragmentos, que sdo detectados por possuirem uma
regiao homologa a sonda de DNA. Esses fragmentos serao polimoérficos quando apresentarem
qualquer um dos rearranjos genéticos citados acima, sendo entao utilizados na caracterizacao de
individuos geneticamente diferentes. Os marcadores RFLP apresentam heranca co-dominante,
sendo possivel a identificacao de gendétipos homozigotos e heterozigotos. Essa caracteristica é
uma das vantagens do RFLP uma vez que permite uma andlise mais detalhada da acdo génica e
da interacado entre alelos em estudos de mapeamento de caracteristicas quantitativas (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998). Outra importante vantagem dos marcadores RFLP é o fato de
representarem /oci Unicos em cada genoma e de possibilitar a utilizacdo de sondas heterélogas,
permitindo o mapeamento comparativo entre espécies correlacionadas. Manicom et al., (1990)
citado por Kistler (1997), sugeriu a técnica de RFLP para a determinacao de grupos genéticos e
sua relacdo com patogenicidade. Entretanto, o uso de RFLP apresenta desvantagens por ser uma
técnica demorada, com custo relativamente alto e necessitar do uso de material radioativo

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O avanco das técnicas moleculares e o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction —
Reacdao em Cadeia de Polimerase), usando uma enzima DNA polimerase termoestavel e
termocicladores programaveis, com elevada capacidade de processamento, imprimiram grande
automatizacao a sintese in vitro de DNA. A técnica de PCR consiste na sintese enzimatica /in
vitro de um segmento de DNA, delimitado por um par de primers de seqliéncias especificas de
nucleotideos de fita simples. Primers sédo seqliéncias curtas de DNA (oligonucleotideos), que
pareiam com o DNA-molde e servem de iniciadores para a sintese de uma nova fita de DNA. Tais
reacdes ocorrem em ciclos alternados de temperatura, sendo que cada ciclo do PCR envolve trés
etapas. Na primeira, ocorre a desnaturacao da fita dupla de DNA, posteriormente, os primers se
anelam as seqliéncias complementares especificas que flanqueiam o gene alvo, e entdao a nova
fita de DNA ¢é sintetizada a partir das extremidades 3’ — OH livres dos primers, por meio da
enzima DNA polimerase. Como cada ciclo é repetido vérias vezes, a amplificacdo do DNA-alvo
ocorre em progressao geomeétrica a partir de quantidades muito reduzidas da fita de DNA-molde
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Dessa forma, a técnica de PCR consiste de uma reacao de
polimerizacdao em cadeia para amplificacao de seqiéncias de DNA por uma reacao enzimatica

primer dirigida (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).



A tecnologia de PCR tem gerado diversas classes de marcadores moleculares que podem ser
aplicados no estudo do DNA, inteiro ou fragmentado. Um destes métodos foi denominado de
RAPD (WILLIANS et al., 1990), o qual é caracterizado pela polimerizacdo em cadeia utilizando
primers arbitrarios. Estes marcadores moleculares de RAPD (ou Polimorfismo de DNA Amplificado
ao Acaso) tém sido utilizados no estudo da variabilidade entre espécies (MOLNAR et al., 1996) e
em nivel de populacado. A deteccao e a exploracao de sequéncias de polimorfismo de DNA
ocorridos naturalmente representam um dos mais significativos desenvolvimentos na biologia
molecular. O método RAPD tem sido bastante utilizado principalmente pela vantagem de ser

simples e rapido e de necessitar de pequenas quantidades de DNA para dar inicio ao processo.

Fenétipos moleculares, gerados por RAPD, podem servir para diagnosticar niveis taxondmicos.
Considerando-se um determinado primer, os produtos de amplificacdo via RAPD podem ser
classificados em dois grupos: varidveis (polimérficos) e constantes (ndo-polimérficos). Perfis de
RAPD de representantes de varios géneros podem conter bandas comuns a um outro género,
enquanto outras bandas podem ser exclusivas. Se varias espécies pertencentes a esse género
forem analisadas e uma das bandas exclusivas do género estiver presente em todas elas, pode-se
concluir que esta banda é um marcador especifico de género. Da mesma forma, quando se tem
um perfil de RAPD de espécies de um mesmo género, algumas bandas poderao ser
compartilhadas por algumas espécies, enquanto outras poderao ser exclusivas de uma dada
espécie (FUNGARO e VIEIRA, 1998). Assim, marcadores RAPD podem ser utilizados para
diagndéstico molecular de diferentes niveis taxondmicos. Fragmentos polimérficos detectados
entre individuos de uma populacdo também podem ser utilizados para se determinar o que se
chama de identidade clonal, o que normalmente é requerido em estudos envolvendo organismos

de reproducao assexuada (marcadores clone-especificos).

O método de RAPD propoe que os oligonucleotideos escolhidos ao acaso em uma seqiiéncia de
DNA, misturados com DNA genémico e DNA polimerase termoestavel, submetidos a ciclos de
temperaturas controlaveis como os descritos para PCR, iniciassem a amplificacdao do DNA. Isto &,
0s componentes necessarios a reacdo de polimerizacdo eram os mesmos descritos pela PCR. Os
fragmentos amplificados podiam ser visualizados em gel de agarose revelado com brometo de
etidio (WILLIAMS et al., 1990) ou por meio da utilizacdo de desoxiribonucleotidios (dNTPs)

marcados radiativamente.

Devido ao fato de que a técnica RAPD baseia-se na amplificacdo de DNA, enquanto a técnica
RFLP baseia-se na hibridizacdo de DNA, a diferenca metodolégica entre as duas resulta em uma
série de vantagens praticas para marcadores RAPD, tais como, a simplicidade e a rapidez. Sendo
assim, esses sdo de quatro a seis vezes mais eficientes do que os marcadores RFLP com relacao

ao mapeamento de polimorfismo ligados a /ocus de resisténcia a doencas e 10 vezes mais



eficientes em tempo e mao-de-obra (PARAN et. al., 1991 citado por FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Além da técnica de RAPD gerar uma grande quantidade de
polimorfismo de segmentos de DNA, distribuidos por todo o genoma do organismo, ela ainda
oferece a possibilidade de apresentar regioes de DNA repetitivo, uma vez que os primers sao

arbitrarios, ao contrario das sondas RFLP, onde ocorre pré-selecao de regioes de cépia Unica.

Fooland et al. (1993), citado por Ferreira e Grattapaglia (1998), concluiram que a tecnologia
RAPD ¢ eficiente para a construcao de mapas genéticos ao nivel intra-especifico e a sensibilidade
na deteccao de polimorfismo é também adequada para a identificacdo de gendtipos e obtencao
de perfis genémicos. Além disso, os segmentos RAPD quando amplificados e separados por
eletroforese, permitem que os segmentos sejam isolados facilmente do gel, e assim, serem
mantidos /in vitro, dispensando o uso de vetores, para entao serem amplificados via PCR sempre
que necessario (GRATTAPAGLIA et al., 1995). Ademais, considerando o custo da técnica por
dado gendmico e o custo do desenvolvimento da biblioteca de sondas, a técnica RAPD apresenta
um custo mais acessivel do que a técnica RFLP. Outra grande vantagem é a quantidade minima
de DNA necesséria para a analise genotipica de um individuo, sendo necessério apenas dezenas
de nanogramas. Enquanto o RFLP necessita de dezenas de microgramas de DNA. A técnica
RAPD dispensa instalagcdes sofisticadas de laboratério, assim como experiéncias profundas na

area da biologia molecular (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Entretanto, os marcadores RAPD apresentam algumas limitacdes. A principal delas estéa
relacionada ao baixo conteldo de informacdes genética por /ocus, ou seja, apenas um alelo é
detectado através do segmento que é amplificado, enquanto que as demais variacoes alélicas sao
classificadas como um alelo nulo. Uma outra limitacdo a ser considerada, que ocorre em alguns
casos, é o desconhecimento prévio da base genética das bandas RAPD. Embora o ensaio RAPD
apresente vantagens significativas na deteccao da variabilidade genética, tal vantagem pode
limitar-se a capacidade de se realizar a analise dos mesmos marcadores em individuos
geneticamente distantes. Outra importante limitacdo nesta técnica é o fato de se obter
interpretacoes ambiguas de algumas bandas, embora sejam faceis e claramente interpretadas

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O RAPD é interessante porque requer uma pequena quantidade de DNA que revela um grande
numero de marcas polimdrficas, alem de ser rapido e automatizado. O uso de marcadores RAPD
tem-se mostrado Gtil nos estudos de microrganismos onde nao se tem muita informacao
genética. A técnica é baseada na amplificacao de fragmentos nao especificos de DNA, em
reacOes sucessivas de polimerizacao. Como descrito por Williams et al., (1990), os
oligonucleotideos sao construidos com seqliéncias aleatérias, ao contrario da PCR, revelando

polimorfismos em toda a extensdo do genoma. Tais polimorfismos sao reconhecidos pela



presenca de um fragmento amplificado em um dos genomas em relacao a auséncia destes
mesmos fragmentos em outro. Segundo Achenbach et al., (1996) citado por Oliveira e Costa,
(2002), entre as técnicas de marcadores moleculares disponiveis, o uso de marcadores de RAPD
é utilizado como diagnéstico para a identificacdo de isolados de Fusarium solani. Partindo-se
desse principio, pode-se estender o uso desses marcadores moleculares para o entendimento das
relacdes filogenéticas que existem entre as espécies constituintes dos variados géneros de
fungos como, por exemplo, para Aspergillus e Penicillium, que sdo microrganismos que
apresentam potencial de uso biotecnoldgico.

Recentemente a analise das regides do DNA ribossomal e estudos comparativos de seqliéncias
de nucleotideos de genes do DNA ribossomal, através da técnica ARDRA (Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis) tém sido utilizados, conforme descrito por Oliveira (2002). O valor
deste método esta na sua rapidez e habilidade para avaliar diferencas entre grupos filogenéticos,
efetuando andlises em varios niveis de classificacao, inclusive em estudos de evolugado, gerando
novos marcadores para estudos de genética de populacées (JORGENSEN e CLUSTER, 1989;
OLIVEIRA, 2002).

A classificacao ideal deve estar baseada na filogenia dos microrganismos. Esta interacao
classificacao-filogenia é de grande importancia, pois permite predizer similaridades genéticas
entre os microrganismos, fornecendo informagcdes necessarias para a descoberta e avaliacdao de
similaridades genéticas entre linhagens e espécies, resultando em maior compreensao da

evolucao das espécies de fungos utilizadas.

Segundo Bered et al. (1997), os marcadores genéticos poderado auxiliar na identificacao de
microrganismos por meio de suas diferencas genéticas. Estes marcadores podem ser divididos
em morfolégicos e moleculares. Os marcadores de DNA, como o RAPD, poderao contribuir no
mapeamento genético de espécies de interesse e pela sua precisdo em caracterizar e agrupar
gendtipos diferentes de varias espécies. Além disso, apresentam procedimentos simples e
rdpidos de execucdo e tém sido bastante utilizados para identificar e diferenciar linhagens de uma
mesma espécie, possibilitando um rapido avanco no conhecimento da diversidade genética e
contribuindo com mais um parametro no controle de qualidade e taxonomia de fungos.

O presente trabalho teve como objetivos determinar o perfil molecular e identificar marcadores
RAPD especificos para linhagens de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e

Fusarium.



Materiais e Métodos

Isolados de fungos utilizados
Para os estudos de identificacdo molecular, foram selecionados 24 isolados de fungos
pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium e, ainda, um isolado cuja

identificacado ainda é alvo de estudo taxondémico (Tabela 1).

Tabela 1 - Isolados pertencentes a trés géneros de fungos utilizados nos experimentos de identificacao

molecular por meio da técnica de RAPD.

Codigo Género
F117 Aspergillus
F123 Nao identificado

FO099 Penicillium
F132 Aspergillus
FO04 Aspergillus
FO13 Penicillium
F121 Aspergillus

FO065 Penicillium
F120 Aspergillus
F135 Aspergillus
P002 Fusarium
FO76 Aspergillus
FO24 Aspergillus
F136 Aspergillus
F133 Aspergillus
F118 Aspergillus

FO0062 Penicillium

FO002 Aspergillus
F122 Aspergillus

FO125 Penicillium

FO0012 Penicillium

FO129 Penicillium
F134 Aspergillus
F119 Aspergillus

Esses fungos foram isolados de amostras de porcdes superficiais (cerca de 5 cm de

profundidade) de solo e procedentes da reserva ecolégica do IBGE, em Brasilia. As coletas foram



realizadas no periodo de 14 a 16 de fevereiro de 2005. Todo o material foi armazenado em
recipiente com isolamento térmico para a manutencao das condicoes de temperatura e umidade
do local da coleta, até o isolamento das col6nias por técnica de diluicao seriada em placas de
Petri contendo os meios BDA (Dextrose 40 g.L"; Agar 30 g.L"; Infusdo de batata g.s.p. 1 L) e
Czapek (DIFCO).

Conservacao dos fungos

Os fungos foram isolados e conservados no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario
de Brasilia — UniCeub em meio BDA em tubos de ensaio com 10 mL do referido meio de cultura.
Colénias selecionadas foram repicadas, para frascos largos de vidro contendo cerca de 20 mL do
meio sélido BDA e incubadas a temperatura ambiente por 72 h. Apés o crescimento, foi
adicionado a cada isolado cerca de 40 mL de meio de cultura liquido YG (5 g.L" de extrato de
levedura e 20 g.L" de glicose), mantendo-se a temperatura ambiente por cerca de cinco dias, até
obter uma quantidade de micélio suficiente para fazer a extracdao de DNA dos isolados de fungo

em guestao.

Extracdo de DNA dos isolados

Para se obter DNA gendmico com qualidade e quantidade suficientes para as analises
moleculares, utilizou-se a metodologia descrita por Azevedo et al. (2003) com algumas
modificacodes.

Apéds o crescimento dos fungos em meio liquido YG, os micélios foram filtrados, com o auxilio de
um funil de vidro e papel de filtro Whatman No.2, (12,3 cm de diametro), seguindo-se duas
lavagens com agua destilada autoclavada para remover o excesso do meio de cultura e secos em
papel de filtro. Em seguida, os micélios foram colocados em um pedaco de papel aluminio,
devidamente identificado e armazenado a -20 °C até o momento de uso. Com o auxilio de um
bisturi, foi retirado cerca de um quarto da massa micelial (200 mg) de cada isolado e transferido
para um tubo plastico de 1,5 mL, onde foi macerado manualmente com o auxilio de um bastao

de vidro.

Ao macerado, adicionaram-se 500 puL do tampao de extracdo TTEsp (50 mL de sacarose 2M, 0,2
mL de B-mercaptoetanol, NaCl 100mM, SDS 0,5% e agua destilada autoclavada q.s.p para 200
mL). Em seguida, foram adicionados 500 pL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e,
entao, o material foi submetido a agitacdao e armazenados no gelo por 5 minutos. Apds nova
agitacao, procedeu-se a uma centrifugacéo (13.000xg por 10 minutos), coletando-se o
sobrenadante, que foi novamente submetido a etapa anterior. Ao final, o sobrenadante foi

transferido para um novo tubo plastico de 1,5 mL.



A concentracao de NaCl foi ajustada para 300 mM, seguindo-se a adicao de dois volumes de
etanol 100 % gelado, e precipitacdo por 16 h a -20 °C. Apds a precipitacdo, as amostras foram
centrifugadas a 13.000xg por 5 minutos. O etanol foi descartado e adicionado 500 uL de etanol
70 % gelado e novamente centrifugado a 13.000xg por 5 minutos. Em seguida, o etanol foi
descartado e o processo repetido novamente, descartando-se o etanol, para secagem dos DNA's
a temperatura ambiente. Posteriormente, os acidos nucléicos totais foram ressuspensos em 200
ML de TE 1 X (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8.0) sem a adicdao de RNAse. As

amostras, devidamente identificadas, foram mantidas a uma temperatura de 4 °C.

Andlise quantitativa e qualitativa do DNA

Procedeu-se a anélise quantitativa dos DNA’s em gel de agarose 1,5 %, utilizando-se varias
concentracdes de DNA de fago A (Invitrogen).

Por sua vez, a andlise qualitativa dos DNA’s foi realizada em gel de agarose 1,5 %, utilizando-se
o marcador de massa molecular 100 pb Ladder (Invitrogen).

Para a aplicacdao dos DNA’s nos géis de agarose utilizou-se 5 pL de tampao de amostra (glicerol
50 % (v/v); azul de bromofenol 0,25 % (p/v); xileno cianol 0,25 % (p/v) em TE 1X). Os
parametros de eletroforese foram definidos a 160 V, 75 mA por 3 h utilizando-se o tampao de

corrida TBE 1X (Tris-borato 9 mM e EDTA 1 mM).

Reacdes e RAPD

Com os resultados obtidos nos géis de agarose, foram selecionadas 24 amostras para a andlise
pela técnica de RAPD, sendo estas diluidas na faixa de 10 X a 100 X em agua miliQ, para a
obtencdo de uma concentracéo final de 20 ng.uL™.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em 30 uL de uma mistura contendo 24,9 uL de
dgua milliQ autoclavada, 3,0 puL de tampéao 10 X (Tris-HCI 60 mM pH 8,8, KCI 500 mM e MgCl:
20 mM, Amersham, CA, USA), 1,2 uL de um primer de seqiéncia aleatéria (Operon
Technologies, Inc.) na concentracao de 10 uM (Tabela 1), 0,6 puL de dNTP 10 mM, 0,3 uL de
Tag DNA polimerase na concentracdo de 1 U.uL" (Amersham, CA, USA) e 5 uL de DNA (100
ng).

Primers de RAPD usados nas analises moleculares
Para a obtencdo dos perfis de marcadores moleculares das populacdes de fungos analisadas

nesse trabalho, foram utilizados varios primers (Operon Technologies, Inc.) decaméricos de

composicao aleatéria de nucleotideos (Tabela 2).



Tabela 2 — Primers de RAPD utilizados na determinacédo dos perfis eletroforéticos dos diversos isolados de

fungos submetidos a andlise molecular.

Primers Sequéncia (5" - 3’)
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-04 AATCGGGCTG
OPA-10 GTGATCCGAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-12 TCGGCGATAG
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-15 TTCCGAACCC
OPA-17 GACCGCTTGT
OPA-18 AGGTGACCGT
OPA-20 GTTGGTGGCT
OPR-01 TGCGGGTCCT
OPR-02 CACAGCTGCC
OPR-04 CCCGTAGCAC
OPR-05 GACCTAGTGG
OPR-06 GTCTACGGCA
OPR-08 CCCGTTGCCT

OPR-09 TGAGCACGAG
OPR-10 CCATTCCCCA
OPR-13 GGACGACAA

G
OPR-14 CAGGATTCCC

Condi¢des de amplificacdo por RAPD

As amplificacOes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research) contendo uma etapa
inicial de desnaturacdo de 3 min a 94 °C, programado para 45 ciclos de desnaturacdo de 1 min a
93 °C, anelamento por 1 min a 35 °C e extensao por 2 min a 72 °C e uma etapa final de

extensdao de b mina 72 °C.

Analise por eletroforese dos fragmentos de DNA gerados por RAPD

Os produtos de amplificacao originarios das reacdoes de RAPD foram separados em gel de

agarose 1,5 % submerso em tampao TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM) durante 3 h a

160 V e 75 mA. Ao término da corrida, os géis foram corados por 30 min em uma solucéo



corante contendo brometo de etidio (56 pg.mL" em TBE 0,5 X), descorados por 30 min em TBE
0,5 X e fotografados sob luz ultravioleta sob comprimento de onda de 300 nm. Para a
documentacéao fotografica, utilizou-se o sistema EagleEye Il still video system™ (Stratagene).

Em todos os géis, marcadores de massa molecular (100 bp Ladder - INVITROGEN) foram usados

para a determinacdao da massa molecular dos fragmentos amplificados pela técnica de RAPD.

Analise dos Dados

Fotos das amplificacOes realizadas com os primers selecionados foram usadas para a andlise do
polimorfismo entre os individuos da populacdo. As bandas presentes nos géis foram consideradas
como marcadores RAPD. Foi gerada, entdao, uma matriz de similaridade levando-se em
consideracao as relagdes entre individuos, primers e massas moleculares das bandas obtidas com
um dado primer. Utilizou-se o valor 1 para a presenca de um marcador e O para a auséncia. No
caso de ddvida o niumero 9 foi usado como padrdo. A seguir, a planilha obtida foi submetida a
um programa de analise estatistica multivariada para a determinacao das distancias genéticas
entre os individuos. A matriz de similaridade foi obtida por meio do coeficiente de Jaccard
(Sneath e Sokal, 1973) e que, por meio da andlise por UPGMA (unweighted pair-group method
analysis), produziu-se um dendrograma que evidenciou o agrupamento dos individuos, utilizando-
se 0 programa NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versao 2.02 pc

(RHOLF, 1993).

A seguir, os valores obtidos e tabelados em uma planilha foram submetidos a anélise de variancia
molecular (AMOVA) para a determinacéo estatistica das possiveis origens das variabilidades
encontradas nas populacdes pela aplicacado de algoritmos especificos pelo programa Arlequin ver.

2000 (SCHNEIDER et al., 2000).

Resultados e Discussao

Obtencdo de massa micelial para uso nas analises moleculares

Testaram-se estratégias para a obtencao de massa micelial para a extracao de DNA utilizando-se
reagentes de meio de cultura de baixo custo e com rapidez, dispensando-se etapas laboriosas.
Uma variacao dos métodos tradicionais foi o crescimento do fungo em meio sélido BDA,

seguindo-se da adicdo de meio liquido YG sobre a cultura, depois de constatada a esporulacéo.



Dos resultados obtidos, observou-se que todos os isolados desenvolveram-se em temperatura
variando entre 25 °C a 28 °C e, apés b dias de crescimento, os fungos apresentaram micélio
denso com coloracao esbranquicada ou esverdeada e em quantidade para uso no procedimento

de extracao de DNA.

Analise do DNA genémico dos fungos

As adaptacdes do protocolo de extracao de DNA, baseado em Azevedo et al. (2003), permitiram
a producao de DNA em quantidade e qualidade suficiente para serem aplicados nas reacoes de
amplificacdao por RAPD, levando-se em consideracao o fato de algumas modificacoes, tais como,
a nao utilizagdo do nitrogénio liquido para o rompimento da parede celular e a abolicdao dos
tampoes de espermidina 10 X (Espermidina 40 mM, NazEDTA 100 mM, Tris-base 100 mM pH
8,5) e TNE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0 e NaCl 100 mM), como também, o
detergente triton X-100 10 % (p/v).

Das alteracoes realizadas, observou-se que a quantidade de DNA gendmico visualizada nos géis
foi significativa para a continuidade do procedimento molecular. Essas informacdes sao
particularmente importantes quando se deseja implementar estratégias moleculares que permitam
a obtencao de informagdes em intervalos de tempo curto e a baixo custo sem, entretanto,

comprometer a qualidade da amostra-teste.

Andlise das reacdes de RAPD

Apds a obtencao dos DNA's, estes foram submetidos as reacoes de amplificacdo por RAPD. Dos
resultados obtidos, observou-se que as reacées de amplificacdo apresentaram reprodutibilidade.
Segundo Cruz e Milach (1998) e Ferreira e Grattapaglia (1998), a reprodutibilidade esta
fortemente associada a qualidade do DNA e a padronizacdo das condicOes de reacdao. O nimero
de bandas amplificadas normalmente é em funcéo da espécie, do primer e das condicdes da
amplificacdo. Em reag6es de RAPD, normalmente sdo amplificados fragmentos entre 500 e 2500
pb (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). No presente trabalho a maior parte dos marcadores

ocorreu no intervalo de 200 e 1300 pb.

Os primers utilizados na andlise dos vaérios isolados de fungos produziram diferentes perfis
eletroforéticos entre os isolados. O polimorfismo obtido entre os isolados analisados permitiu
identificar marcadores moleculares especificos para os géneros de acordo com o primer utilizado
(Figura 1). Dentre os primers testados, dez (OPA-03, OPA-04, OPA-10, OPA-11, OPA-13, OPR-
02, OPR-04, OPR-06, OPR-09 e OPR-10) produziram sinais de amplificacao Uteis para a

identificacdo molecular dos trés géneros de fungos analisados nesse estudo e os demais (OPA-



12, OPA-15, OPA-17, OPA-18, OPA-20, OPR-01, OPR-05, OPR-08, OPR-13 e OPR-14) nao se

mostraram interessantes para uso na analise dos isolados em questao.
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Figura 1 - Perfis eletroforéticos de isolados de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium,
produzidos pela utilizacdo de varios primers de RAPD. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb ladder. Os
numeros 1, 4,5,7,9,10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 23 e 24 correspondem aos isolados do género Aspergillus; 3, 6,
8,17, 20, 21 e 22, isolados do género Penicillium; 11, isolado pertencente ao género Fusarium; 2, isolado de fungo ndao
identificado.

Ao analisar o primer OPA-03 podemos observar a amplificacao de fragmentos monomérficos de
400 pb, 800 pb e 1200 pb nos isolados 12, 13, 14, 15 e 16, sendo que todos pertencem ao
género Aspergillus. Enquanto que os isolados 20 e 21, ambos pertencentes ao género Penicillium

apresentaram um fragmento monomérfico de aproximadamente 500 pb.

Ao analisar o perfil de bandas do primer OPA-04, foi possivel observar fragmentos monomérficos
de 300 pb e 1100 pb, com grande intensidade e nitidez nos isolados 4, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 19, 20 e 23, porém o isolado 11 nao apresentou o fragmento de 300 pb, mas
apresentou um fragmento polimérfico de 1200 pb, visto que este pertence ao género Fusarium.
Os isolados 4, 5, 7, 10, 12 e 23 apresentaram dois fragmentos com intensidade razoavel de 400
pb e 600 pb detectando-se, portanto, marcadores moleculares especificos para o género

Aspergillus.

O perfil eletroforético apresentado pelo primer OPA-10 evidenciou um fragmento de 900 pb no
isolado 6, pertencente ao género Penicillium. Este fragmento foi encontrado nos isolados 17, 20
e 21, também pertencentes ao género Penicillium. Entretanto, os isolados 21 e 22 apresentaram

fragmentos de 1.100 pb e 1.200 pb que ndo foram observados no isolado 6. Observou-se



também um fragmento de 1400 pb pertencente ao isolado 11, representante do género

Fusarium.

O primer OPA-11 apresentou fragmento de 700 pb com alta intensidade entre os isolados 11 e
17, sendo que estes isolados pertencem aos géneros Fusarium e Penicillium, respectivamente.
Ja o primer OPA-13, apresentou fragmento de amplificacdo de 800 pb entre os isolados 11
(Fusarium), 13 e 15 (Aspergillus), 17 e 21 (Penicillium) e 22 (nao identificado).

Analisando-se a série de primers OPR, observou-se no perfil eletroforético do primer OPR-02 a
presenca de fragmentos de 600 pb, 700 pb, 800 pb, 1200 pb e 1300 pb em todos os isolados

pertencentes ao género Aspergillus.

O primer OPR-04 apresentou sinais de amplificacdo, nitidos, de 300 pb entre os isolados 8, 11,
17 e 18. Além disso, foram identificados fragmentos entre 1000 pb e 2200 pb, nos isolados 4,
13 e 18, todos pertencentes ao género Aspergillus.

Ao se analisar o primer OPR-06 observou-se um fragmento de 800 pb no isolado 6 quando
comparado aos isolados 17, 20 e 21. Além disso, esse mesmo fragmento apresenta-se
representado em alguns isolados do género Aspergillus. Também foram observados fragmentos

de 1100 pb no isolado 6 € 17, ambos pertencem ao género Penicillium.

Jé o primer OPR-09 apresentou sinal de amplificacdo de alta intensidade de 700 pb entre os
isolados 3, 6, 20 e 21, todos representantes do género Penicillium, enquanto o isolado 17,
também pertencente a esse género nao apresentou tal fragmento.

Por fim, ao se analisar o perfil eletroforético do primer OPR-10, observou-se a presengca de um
fragmento de alta intensidade de 800 pb entre os isolados pertencentes ao género Aspergillus e
os isolados 6 e 20. O isolado 22 apresentou fragmento de 700 pb e o isolado 11 apresentou

banda de 500 pb com os isolados 8 e 17, ambos pertencentes ao género Penicillium.

As bandas polimérficas de intensidade e nitidez fracas que geraram ddvidas foram consideradas,
atribuindo-se o nimero 9. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), bandas pouco consistentes
ocorrem com todos os tipos de marcadores moleculares, sendo atribuidas, em ensaios RAPD, ao
baixo poder do primer em discriminar sitios de amplificacao distintos, a competicao entre
diferentes sitios de amplificacao por substrato e enzima e aos problemas na padronizacao das

condicoes de amplificacao.



Analise dos dendrogramas

Os resultados obtidos por meio da analise de RAPD foram convertidos em dados binérios e, a
seguir, analisados pelo programa NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System), sendo que este programa produziu uma matriz quantitativa com os dados introduzidos,
utilizando o coeficiente de Jaccard. A construcdao do dendrograma foi realizada por meio do
método de agrupamento pareado sem peso com significado aritmético.

Sendo assim, para os marcadores RAPD que geraram um dendrograma, observou-se a formacao

véarios agrupamentos entre os isolados de fungos analisados (Figura 2).
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Figura 2 - Dendrograma construido por meio dos dadosSBHBtidaIa reacdo RAPD utilizando-se 10 primers, utilizando-se
isolados dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Os cédigos indicam: F117, F132, FO04, F121, F120, F135,
FO76, FO24, F136, F133, F118, FO02, F122, F134 E F119, isolados de Aspergillus; FO099, FO13, FO065, FO062
FO125 e, FOO12, isolados de Penicillium; PO0O2, Fusarium; F123, isolado de fungo nao identificado. O nimero indica: 1,

isolado de Penicillium; 2, isolado de Fusarium.

O isolado F123 apresentou 25 % de similaridade em relacdo aos demais isolados utilizados nesse

estudo, sugerindo uma possivel redefinicao a respeito da classificacao desse isolado.

Para o agrupamento definido como A foram encontrados os isolados de Penicillium que

apresentaram 48 % de similaridade em relacdo aos isolados de Aspergillus. Contudo, um isolado



de Penicillium (FO125) foi encontrado com os isolados de Aspergillus do agrupamento E. No
agrupamento B foram encontrados os isolados de Aspergillus apresentando 48 % de similaridade
em relacdo aos isolados de Penicillium. Dentro do grupo B foram encontradas trés divisdes (C, D

e E). Na divisao E foram encontrados os isolados de Aspergillus e um isolado de Penicillium.

Estes isolados apresentaram 57 % de similaridade em relacdo aos demais fungos analisados
nesse trabalho. Essa informacao sugere que maiores andlises sejam feitas com o isolado FO125
para possiveis revisdoes taxondmicas. A divisdao D foi formada apenas pelos isolados de
Aspergillus que apresentaram 51 % de similaridade em relagcdo aos isolados da divisdo E. A
divisao C foi constituida por isolados de Penicillium apresentando 54 % de similaridade genética.
No grupo A foram encontrados os isolados de Penicillium. Entretanto, o isolado POO2 foi
identificado como sendo uma linhagem de Fusarium. Dessa forma, os dados moleculares
sugerem que maiores estudos devem ser realizados para a redefinicdo desse isolado de Fusarium.
Essa informacao é reforcada pelos exemplos apontados no dendrograma, onde os isolados F135

(Aspergillus) e FO099 (Penicillium) agruparam-se diferentemente dos respectivos isolados.

A reacado de amplificacdo por RAPD é um método sensivel e eficiente na identificacdo de isolados
muito semelhantes, no qual apresentem alto coeficiente de similaridade. No entanto, pode-se
sugerir o baixo coeficiente de similaridade de 25% apresentado pelo isolado F123, nao
identificado morfologicamente, quando comparado aos demais géneros estudados. Apesar do
isolado nao ter sido identificado de acordo com a andlise das caracteristicas morfolégicas,
provavelmente o isolado pertence a um outro género de fungo. O isolado F120 apresentou
degradacao do material genético na maioria dos perfis eletroforéticos apresentados, sendo assim,
foi desconsiderada a anélise filogenética desta espécie apesar de pertencer morfologicamente ao

género Aspergillus.

Foram estimados os indices de similaridade para os géneros analisados, sendo que as maiores
distancias foram obtidas, comparando-se o género Fusarium com o género Aspergillus,

apresentando um coeficiente de similaridade de 69 % e 54 %, respectivamente.

Portanto, os resultados gerados por RAPD confirmaram a ocorréncia de uma consideravel
variabilidade genética entre os fungos estudados, proporcionando dados moleculares
complementares e mais precisos, quando se estuda a identificacdo de determinadas espécies,
quando a descricao morfolégica nao fornece dados completos para a identificacao desses
isolados. Assim, os marcadores de amplificacdao por RAPD podem ser utilizados para diagndstico

molecular de diferentes niveis taxonémicos.



Analise de variancia molecular

Os resultados da andlise de varidncia molecular (AMOVA) revelaram que a maior parte da fonte
de variacdo genética (30,9 %) deveu-se a diferenca de individuos dentro dos géneros estudados

(Tabela 3).

Tabela 3 - Anélise de variancia molecular (AMOVA) dos trés géneros de fungos estudados a partir de

marcadores RAPD.

Fonte de variacao Porcentagem de variacéo (%)
Dentro das populacdes 30,90
Entre as populacoes 69,10

Na anélise conjunta dos agrupamentos, verificou-se que 30,90 % da fonte de variabilidade
genética era proveniente de variacoes de dentro das populacdes e 69,10 % da fonte de variacao
era proveniente de variacdes que ocorriam entre as populacdes. Portanto, a variabilidade genética
foi considerada maior entre os géneros, com relagdo aos grupos estudados. Sendo assim,
individuos fenotipicamente semelhantes de uma mesma espécie, apresentam semelhancas
genotipicas inferior as semelhancas genéticas encontradas entre grandes grupos de

microorganismos, como 0s géneros.

Os marcadores moleculares tém sido empregados como ferramentas complementares para
solucionar as duvidas que sao levantadas pelos estudos taxondmicos quando se analisam
linhagens de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Como
exemplo, Boysen et al., 2000 reavaliaram a identidade taxondmica de 52 isolados de P.
roqueforti coletados na Suécia por técnicas moleculares de rDNA e RAPD. As identidades dos
isolados foram confirmadas por RAPD e os resultados indicaram que 48 isolados eram P.
roqueforti, 2 eram P. paneum e 2 eram P. expansum. Geisen et al. (2001) analisaram o genétipo
de 76 linhagens de P. roqueforti utilizando-se 3 primers de RAPD. Os resultados indicaram que
guando os padrdes de RAPD, gerados por um dado primer, eram comparados entre as linhagens
analisadas nesse estudo, os pesquisadores observaram que a constituicdo genética entre as
linhagens analisadas era similar. Entretanto, com um dos primers de RAPD, foi possivel detectar
duas regioes polimérficas de DNA resultando em 13 diferentes grupos. Estes grupos mostraram
correspondéncia com relacao a distribuicdo das linhagens. Além disso, utilizando-se os primers de
RAPD foi possivel fazer a correlacao entre os perfis de RAPD e a producao de metabdlitos, como
também, um dos primers (ari1) permitiu diferenciar entra as linhagens de P. roqueforti produtoras

de grandes ou pequenas quantidades de acido micofendlico. Para os estudos moleculares de A.



fumigatus, Semighini et al. (2001) desenvolveram um método para a identificacao de A.
fumigatus usando RAPD. A partir de um fragmento de 1264 pb gerado por um primer de RAPD,

foram gerados dois primers especificos a esta seqliéncia, resultando em um produto de 864 pb.

A partir dessa estratégia, 89 das 90 linhagens de A. aspergillus foram identificadas. Symoens et
al. (2001) analisaram 43 isolados de A. terreus pela metodologia de RAPD. Dos 31 isolados
analisados pelos primers NS3 e NS7, foram observados 23 e 24 diferentes gendtipos
respectivamente. Além disso, pela técnica de RAPD foi possivel estabelecer uma estratégia para
o monitoramento de linhagens de A. terreus em ambientes hospitalares. Semighini et al. (2001)
usando marcadores moleculares de RFLP e RAPD analisaram quatro linhagens de A. fumigatus
isoladas de 4 pacientes hospitalares e determinaram, pela combinacado dos dois marcadores
moleculares, que aquelas linhagens eram diferentes. Rath et al. (2002) usaram marcadores RAPD
para a andlise de 21 linhagens de A. usutus divididas em 11 linhagens de referéncia e 10
linhagens isoladas a partir de amostras de pacientes e ambientes hospitalares. As reacoes de
RAPD discriminaram entre todas as linhagens de referéncia. Além disso, a comparacao entre as
linhagens de hospital mostrou padroes de RAPD idénticos com algumas amostras isoladas de
pacientes. Yoder e Christianson (1998) analisaram 66 linhagens de Fusarium pela metodologia de
RAPD. Os resultados de RAPD indicaram padrdes intra-especificos e uniformes de bandas entre
algumas linhagens de Fusarium independentemente da origem geografica ou do
hospedeiro/substrato. Além disso, por meio dessa estratégia molecular, uma linhagem de
Fusarium (ATCC 20334) produziu fragmentos de RAPD idénticos a uma espécie de Fusarium
sendo denominada, entdo, de F. venenatum. Hue et al. (1999) analisaram os padrdoes de RAPD
de trés espécies de Fusarium, F. solani, F. moniliforme e F. oxysporum e determinaram
fragmentos de RAPD especificos para cada espécie que, posteriormente, foram usados para o
desenho de primers de PCR especificos para a deteccdo de cada dessas espécies. Essa mesma
estratégia foi adotada por Wang et al. (2001) para o desenho de primers de PCR espécie-
especificos a partir de fragmentos gerados por RAPD para a diferenciacdo de F. oxysporum
cucumerinum e F. oxysporum Juffae. A partir do emprego da técnica de RAPD, Wilson et al.
(2004) obtiveram diferencas nos padroes de fragmentos gerados entre as espécies de F.
sporotrichioides e F. langsethiae permitindo diferencia-las a partir de amostras de graos coletados

diretamente do campo.

Com o advento das técnicas de biologia molecular tornou-se possivel a manipulagdo do DNA,
culminando com o desenvolvimento de varios tipos de marcadores moleculares disponiveis
atualmente. Eles apresentam vantagens sobre os marcadores morfoldgicos por fornecerem um
numero ilimitado de marcas distribuidas aleatoriamente ao longo de todo o genoma e, também,
por serem independentes dos efeitos ambientais, permitindo a identificacdo precisa dos

genotipos.



No caso dos fungos de importancia industrial, os métodos sao aplicados em duas grandes areas.
A primeira envolve a obtencao de dados mais precisos para a taxonomia, uma vez que, métodos
classicos apresentam uma limitada resolucao e, a segunda aplicabilidade é a filogenia, facilitando

a construcao de arvores filogenéticas.

Conclusao

Os marcadores RAPD mostraram-se eficientes para detectar polimorfismos nestas espécies e
podem ser utilizados como uma ferramenta complementar na obtencao de informacdes Uteis para
o0 manejo de colecbes de culturas e no direcionamento de novas linhas de pesquisa.

A avaliacdo da diversidade genética utilizando marcadores moleculares tem confirmado a
existéncia de grande variabilidade genética entre os géneros de fungos.

As analises do dendrograma apresentaram a separacao dos isolados de Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, demonstrando a utilidade da técnica de RAPD na distincdo de isolados dentro de
géneros diferentes, assim como, a separacao morfolégica, embora o género Fusarium esteja mais

préximo ao género Penicillium e aparentemente distante do género Aspergillus.

A partir dos agrupamentos, pode-se sugerir os géneros aos quais alguns isolados, nao

identificados morfologicamente, podem pertencer.

Maiores estudos poderao ser conduzidos para a identificacdo de marcas genéticas especificas
para auxiliar a rapida e precisa identificacdo desses isolados de fungos quando em programas de

melhoramento genético e biotecnoldgico.
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